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RINGKASAN

ELISA APRILIANI. Transformasi Genetik InMYB1-CCD4a pada Tanaman
Tagetes erecta melalui Perantara Agrobacterium tumefaciens. Dibimbing oleh
DEWI SUKMA, SUDARSONO, dan MUHAMAD SYUKUR.

Marigold (Tagetes erecta) merupakan komoditas florikultura yang memiliki
banyak manfaat terutama sebagai tanaman hias, bunga potong dan bahan baku
industri. Daya tarik tanaman Tagetes dinilai dari sisi keindahan warna bunga yang
beragam, oleh karena itu, pemuliaan tanaman pada Tagetes dalam peningkatan
variasi warna bunga masih terus dikembangkan. Salah satu metode alternatif dalam
pemuliaan tanaman pada spesies Tagetes erecta adalah melalui pendekatan
bioteknologi secara rekayasa genetik. Rekayasa genetik dilakukan dengan
mengintegrasikan INMYB1-CCD4a ke dalam genom tanaman yang bertujuan
mengurangi pigmentasi oranye pada bunga dengan mendegradasi senyawa
karotenoid secara secara spesifik pada mahkota bunga. Degradasi karotenoid pada
bagian spesifik, diharapkan tidak mengubah sifat lain dari spesies Tagetes erecta.
Umumnya, pelaksanaan transformasi genetik bergantung pada serangkaian
kegiatan kultur jaringan dalam regenerasi tanaman transgenik. Hambatan dalam
regenerasi tanaman transgenik adalah metode dan komposisi media regenerasi yang
tidak sesuai dengan pertumbuhan sel, oleh sebab itu,informasi terkait rangkaian
tahapan kultur jaringan dalam meningkatkan efesiensi transformasi dalam
regenerasi tanaman transgenik menjadi langkah awal dalam pelaksanaan rekayasa
genetik. Metode transformasi genetik melalui Agrobacterium tumefaciens secara in
planta merupakan salah satu alternatif yang dapat meminimalisir kegiatanregenerasi
sel transgenik secara in vitro. Regenerasi sel transgenik meristematik terjadi lebih
cepat secara in vivo. Transformasi in planta pada spesies T. erecta belum banyak
dikembangkan. Pada penelitian ini dilakukan studi terkait metode transformasi
genetik INMYB1-CCD4a melalui perantara A. tumefaciens secara in vitro maupun
In planta pada spesies T. erecta pada beberapa jenis eksplan.

Penelitian ini terdiri dari dua percobaan yang bertujuan untuk (1) memperoleh
informasi metode regenerasi tanaman T. erecta terkait sumber eksplan dan
komposisi media regenerasi; (2) memperoleh informasi terkait metode transformasi
genetik yang efesien melalui A. tumefaciens EHA105; dan (3) memperoleh
tanaman transgenik yang terintegrasi gen InNMYB1-CCD4a.

Percobaan pertama adalah induksi organogenesis dan regenerasi tunas pada
spesies T. erecta secara in vitro. Percobaan dilakukan dari bulan Agustus hingga
November 2021 di Laboratorium kultur jaringan-1, Departemen Agronomi dan
Hortikultura, Fakultas Pertanian Institut Pertanian Bogor. Sumber eksplan yang
digunakan adalah daun dan ruas batang planlet in vitro. Hasil percobaan
menunjukkan eksplan daun lebih responsif dan potensial dalam pembentukan tunas
dibandingkan penggunaan eksplan ruas batang pada media dasar MS dengan
kombinasi IAA dan BAP. Modifikasi konsentrasi IAA terhadap BAP pada media
Induksi organogenesis mampu meningkatkan persentase pertumbuhan dan jumlah
tunas pada eksplan daun. Media induksi dengan 2,8 uM IAA + 13,3 uM BAP
meénunjukkan 63% eksplan membentuk tunas dengan tiga hingga empat tunas per
eksplan dalam 28 hari inkubasi. Hasil percobaan ini memberi informasi terkait jenis
eksplan dan komposisi media yang optimal dalam regenerasi sel transgenik.



Percobaan kedua adalah transformasi konstruk InMYB1-CCD4a pada spesies
T. erecta melalui perantara A. tumefaciens. Percobaan dilakukan pada Desember
2021 hingga Juni 2022 di Laboratorium Kultur jaringan-1, dan Laboratorium Plant
Molecular Biology-1 Departemen Agronomi dan Hortikultura, Fakultas Pertanian
IPB. Eksplan yang digunakan pada percobaan ini adalah daun dan benih T. erecta.
Metode transforsmasi genetik melalui bakteri A. tumefaciens EHA105 membawa
gen InMYB1-CCD4a pada eksplan daun secara in vitro menunjukkan efesiensi
transformasi senilai 7,0% dan efesiensi regenerasi tunas putatif transforman 0,4%.
Pada percobaan transformasi benih secara in vitro, menunjukkan efesiensi
transformasi senilai 24,1% dan memperoleh 14 kandidat tanaman transgenik To
yang terintegrasi gen INMYB1-CCD4a melalui analisis molekuler. Hasil percobaan
transformasi in planta pada benih in vivo menunjukkan efesiensi transformasi
senilai 2,3% dan memperoleh 1 kandidat tanaman transgenik To bersifat kimera
membawa gen InMYB1-CCD4a berdasarkan analisis molekuler berbasis PCR.

Kata kunci: Agrobacterium tumefaciens, in planta, InMYB1-CCD4a, in vitro,
transformasi genetik.



SUMMARY

ELISA  APRILIANIL.  Agrobacterium  tumefaciens-mediated  Genetic
Transformation of InMYB1-CCD4a in Tagetes erecta. Supervised by DEWI
SUKMA, SUDARSONO, and MUHAMAD SYUKUR.

Marigold (Tagetes erecta) is a floriculture plant with many benefits, especially
for ornamental plants, cut flowers, and industrial uses. Tagetes is known to have
peautiful and various flower colours for their attractiveness. Therefore, plant
breeding on Tagetes to increase the diversity of flower colour is still being
developed. Genetic engineering by integrating INMYB1-CCD4a into the T.
erecta genome is one of the breeding methods. This method aims to reduce orange
pigment by degrading carotenoid compounds, expressed explicitly inT.
grecta flower petals. Generally, the implementation of genetic engineering depends
an the regeneration of the transgenic process. Unsuitable methods and media
composition were the main obstacles to regenerating transgenic plants in vitro.
Therefore, the information related to tissue culture activities to increase the
efficiency of transformation in regenerated transgenic plants is the first step in using
the genetic engineering approach. The in planta genetic transformation method
through Agrobacterium tumefaciens is one of the alternatives that can minimize in
Vitro activities. Meristematic transgenic cell regeneration occurs more rapidly in ex
vitro. In planta method in T. erecta species had not been developed. In this study,
we conducted the genetic transformation method by integrating INMYB1-
CCD4a through A. tumefaciens in vitroandin plantain several types of T.
erecta explants. This study consisted of two experiments, which aimed to obtain:
information on the regeneration method for T. erecta based on the explant source
and regeneration medium composition, information about genetic transformation
methods efficiency through Agrobacterium tumefaciens EHA105, and transgenic
plants that integrated the INMYB1-CCD4a gene.

The first experiment was in vitro organogenesis and shoot regeneration
induction in T. erecta. The experiment was conducted from August to November
2021 at the Tissue Culture Laboratory 1, Department of Agronomy and
Horticulture, Faculty of Agriculture, IPB University. The explant sources used were
leaves and internode. This study showed leaf explants were more responsive and
potential than stem internode explants for shoot formation. Modifying IAA
concentration on the BAP medium for organogenesis induction increased the
percentage of growth and number of shoots in leaf explant. Induction medium with
2,8 UM IAA + 13,3 uM BAP showed that 63% of explants formed shoots, with
three to four shoots per explant formed within 28 days of incubation. These results
provide information regarding the type of explant and the optimal composition of
the media to be further used in regenerating transgenic cells.

The second experiment was the A. tumefaciens-mediated transformation of
the INMYB1-CCD4a construct in T. erecta species. The experiments were
conducted from December 2021 to June 2022 at the Tissue Culture Laboratory 1
and Plant Molecular Biology Laboratory 1, Department of Agronomy and
forticulture, Faculty of Agriculture, IPB University. The explants used in this
experiment were leaves and seeds of T. erecta. Thein vitro A. tumefaciens-
mediated genetic transformation with EHA105 bacteria carrying the InNMYB1-
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CCD4a gene was conducted in leaf explants and seeds. The leaf explant experiment
showed transformation, and putative shoot transformant regeneration efficiency
was 7,0% and 0,4%, respectively. On the other hand, in vitro seed transformation
experiment showed 24,1% transformation efficiency and obtained 14 To
transformants that integrated the INMYB1-CCD4a gene through molecular analysis.
Meanwhile, in planta seed methods showed 2,3% transformation efficiency, which
received one chimeric To transformant carrying the InMYB1-CCD4a gene through
PCR-based molecular analysis.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, genetic transformation, in planta, InMYB1-
CCD4a, in vitro.
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